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基础 研究 
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摘要 :目的 研究 比索 洛 尔 预 处 理 对 缺 氧 / 复 氧 诱导 的 大 鼠 心肌 细胞 损伤 的 保护 作用 ,并 探讨 该 作用 的 机 制 。 方 法 对 大 鼠 心 肌 细 
胞 株 (H9c2 ) 进 行 缺 氧 复 氧 (6 h/2 h) ,模拟 大 鼠 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 模型 ,将 H9c2 细胞 随机 分 成 4 组 :正常 对 照 组 (control 组 ) tik 
氧 / 复 氧 组 (H/R 组 ) 、 缺 氧 / 复 氧 + 比索 洛 尔 预 处 理 组 (HR+B 组 ). 缺 氧 / 复 氧 + 比索 洛 尔 预 处 理 +PI3K/AKT 阻 滞 剂 LY294002 组 (H/ 
R+B+LY 组 ) ;分别 采用 MTT 法 检测 心肌 细胞 活力 , 流 式 细胞 仪 法 检测 心肌 细胞 凋 亡 .ROS 水 平 , Western 免疫 印迹 法 检测 心肌 
细胞 p-AKT 及 p-GSK3B 和 蛋白 表达 情况 。 结 果 与 正常 组 相 比 ,HR 组 细胞 活力 下 降 , 细 胞 凋 亡 率 增加 .ROS 水 平 升 高 ;经 比索 洛 
尔 预 处 理 后 ,细胞 活力 明显 提高 ,细胞 凋 亡 率 下 降 .活性 氧 水 平 降 低 ,p-AKTGAPDH,.p-GSK3BMGAPDGH 显 著 提 高 ,而 加 入 
PI3K/AKT 阻 滞 剂 LY294002 后 比索 洛 尔 的 保护 作用 消失 。 结 论 比索 洛 尔 能 减少 缺 氧 / 复 氧 所 引起 的 氧化 应 激 ,对 心肌 细胞 具 
有 明显 的 保护 作用 ,其 作用 机 制 是 通过 激活 PI3K/AKT/GSK3B 通 路 而 提高 AKT.GSK3B 磷 酸化 水 平 ,减少 ROS 产 生 , 增 加 细胞 
的 活性 实现 的 。 
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Abstract: Objective To investigated the effects of bisoprolol pretreatment on hypoxia/reoxygenation (H/R)-induced injury in 
Ho9c2 cardiomyocytes. Methods Cultured H9c2 cells were exposed to hypoxia for 6 h followed by reoxygenation for 2 h with or 
without pretreatments with bisoprolol or bisoprolol + LY294002. The cell survival was measured by MTT assay, and the cell 
apoptosis and levels of radical oxygen species (ROS) were evaluated with flow cytometry. The protein levels of 
phosphyorylated AKT and phosphorylated GSK3f in the cells were determined by Western blotting. Results Compared with 
the normal control cells, the cells exposed to H/R injury showed significantly decreased cell survival and increased cell 
apoptosis and ROS production; pretreatment of the cells with bisoprolol significantly decreased the cell apoptotic rates and 
ROS production and obviously enhanced the cell survival and protein levels of p-AKT and p-GSK3f in the exposed cells. The 
protective effect of bsioprolol against H/R-induced cell injury was significantly attenuated by LY294002. Conclusion Bisoprolol 
can protect H9c2 cells against H/R-induced injury and oxidative stress by activating PIBK/AKT/Gsk-3 pathway to increase the 
phosphorylation of AKT and GSK3f and reduce ROS production. 
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再 灌注 治疗 是 急性 心肌 梗死 最 为 有 效 的 治疗 手段 ， 
随 着 冠状 动脉 搭桥 术 (CABG) ,经 皮 冠状 动脉 成 形 术 
(PTCA) 等 血管 再 通 术 的 迅速 开展 ,急性 心肌 梗死 
(AMD 的 再 灌注 治疗 出 现 了 一 个 飞跃 "。 但 是 ,开通 的 
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罪犯 血管 带 来 的 血液 再 灌注 本 和 映 亦 可 以 造成 心肌 细胞 
损伤 , 称 为 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 (myocardial ischemia- 
reperfusion injury, MIRIU2。 心 肌 缺 血 再 灌注 过 程 中 ， 
再 灌注 损伤 挽救 激酶 信号 通路 (RISK) 被 激活 ,包括 磷 
脂 酰 肌 醇 -3 激酶 (PI3K)、 重 白 激 酶 B(PKB ,又 称 AKT)、 
内 皮 一 氧化 氮 合 成 酶 (eNOS) .ERK1/2 .PKC JAK- 
STAT”* 等 。 其 中 PI3K/AKT 和 其 下 游 的 GSK-3B 信 号 通 
路 是 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 信号 传递 的 重要 通路 ,具有 很 
多 保护 性 的 调控 作用 。 心 肌 缺 血 再 灌注 过 程 中 ,心肌 
细胞 表面 B 受 体 大 量 表达 ,尤其 是 B1 受 体 的 激活 会 引起 
心肌 细胞 胞 内 ROS 产生 增多 ,心肌 细胞 大 量 凋 立 5。 比 
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索 治 尔 是 一 种 高 选择 性 的 B1 受 体 阻 沛 剂 , 它 可 以 特异 性 
阻 断 缺 血 再 灌注 过 程 中 B1 受 体 的 激活 ,降低 交感 神经 活 
性 ,从 而 发 挥 其 抗 氧化 和 凋 亡 作用 “。 研 究 表明 ， 
STEMI 发 病 6h 内 行 直接 PCI 治 疗 前 静脉 应 用 美 托 洛 尔 
明显 缩小 梗死 面积 ,提升 左 室 射 血 分 数 ,而 不 增加 不 恨 
事件 "%”。 近 期 又 有 研究 表明 ,AMI 后 早期 应 用 B 受 体 阻 
滞 剂 并 不 能 改善 患者 后 期 心脏 功能 ""。 因 此 本 实验 通 
过 建立 心肌 细胞 缺 氧 / 复 氧 模型 ,模拟 心肌 缺 血 再 灌注 
损伤 ,探讨 p 受 体 阻 淖 剂 预 处 理 对 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 
的 保护 作用 ,并 运用 特异 性 PI3K/AKT 通道 抑制 剂 
LY294002 探究 B1 受 体 阻 断 发 挥 作 用 与 PI3K/AKT/ 
GSK-3B 通 路 的 关系 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

H9c2 心肌 细胞 (美国 ATCC 细胞 库 );SDS-PAGE 
电泳 液 ( 析 云天 );BCA 试 剂 盒 ( 眉 云 天 );DMEM 高 糖 培 
养 基 (Gibco BRL); 胎 牛 血清 (Gibco BRL);SDS 裂解 液 
ESA); 比索 洛 尔 (大 连 美 仓 生 物 技术 公司 );MTT( 南 
京 萌 邦 生 物 ),Annerxin V FITC 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 
(Biouniquer 公 司 ); 活 性 氧 检测 试剂 盒 ( 眉 云天 ); 免 抗 
大 鼠 磷 酸化 AKT 抗 体 (p-AKT Ser473) (Cell signaling 
Technology) ; 免 抗 大 鼠 磷 酸化 抗体 (p-GSK3B) (Cell 
signaling Technology);GAPDH(1A6) 单 克隆 抗体 -HRP 
(南京 巴 奥 德 生物 )。 
1.2 方法 
1.2.1 H9c2 细 胞 系 培养 将 H9c2 细 胞 接种 于 25 mL 培 
养 瓶 中 ,用 含 10% 胎 牛 血清 的 高 糖 DMEM 培养 基 ， 
37 C .5% CO; 培 养 箱 (95% 空 气 ) 中 培养 , 待 细 胞 生长 融 
合 至 80% 左 右 用 0.25% 胰 酶 消化 传代 1 次 ,分别 接 种 于 
96 孔 或 6 孔 培 养 板 中 , 取 对 数 生长 期 细胞 进行 实验 。 
1.2[2 22d S53 S. (Hypoxia/Reoxygenation, H/R) EE 
型 的 构建 建 模 前 预先 将 三 气 培养 箱 参数 调 至 : 37 C. 
9496N;,596CO: 1%0: 状 态 。 人 参照 文献 所 ,配置 改进 缺 
氧 液 (NaHDPO, 2.6 mmol/L NaHCO, 26.2 mmol/L , CaCl; 
1.8 mmol/L, MgSO, 0.8 mmol/L, HEPES 20.1 mmol/L, 
NaCl 116.4 mmol/L,KCI 5.4 mmol/L) ,将 细胞 板 内 正 
常 培养 液 换 成 等 量 的 缺 氧 液 后 ,把 细胞 培养 板 换 至 三 气 
培养 箱 中 (94% N 5% CO 1% 0)) 进 行 缺 所 6h 处 理 ， 
后 再 将 缺 氧 液 换 成 新 鲜 的 10% FBS DMEM TAG, EE 
WEAR P , 复 氧 2 h。 
12.3 实验 分 组 将 正常 培养 的 Ho9c2 细胞 随机 分 成 4 
组 :正常 培养 组 (control 组 ):37 C. 5% CO,.95% 空 气 培 
养 箱 中 正常 培养 ; 缺 氧 / 复 氧 组 (H/R 组 ): 按 照 上 述 构 建 模 
型 ; 缺 氧 / 复 氧 + 比 索 洛 尔 组 (HR+B 组 ): 于 缺 氧 前 30 min 
在 无 血清 培养 基 中 加 入 终 浓度 为 2 umoVL E EG STRA 


构建 模型 ; 缺 氧 / 复 氧 + 比索 洛 尔 组 +PI3K/AKT 特 异性 阻 
断 剂 LY294002 组 (HR+B+LY 组 ): 缺 氧 前 1 h 在 无 血 
清 培 养 基 中 加 入 25 umol/L LY294002 余 后 处 理 同 H/ 
R+B 组 。 
1.24 MTT 法 测定 Ho9c2 细胞 活力 将 细胞 接种 于 96 和 孔 
培养 板 中 , 待 细胞 生长 状态 良好 融合 至 80% 左 右 随机 
按 实验 分 组 处 理 , 每 孔 中 加 入 20 pL MTT(5 mg/mL), 
继续 培养 4 后, 轻 轻 弃 去 上 层 液体 ,每 孔 中 加 入 
DMSO100 hL ,振荡 10 min 后 ,采用 多 功能 酶 标 仪 检测 
各 孔 中 吸光 度 4 值 (检测 波长 570 nm)。 细 胞 活力 =( 对 
照 组 4 值 -实验 组 4 值 )/ 对 照 组 4 值 x100%。 
1.2.5 Annexin V-FITC/PI 双 标 法 及 流 式 细胞 仪 检测 细 
EJT 取 处 理 过 的 各 组 6 孔 培 养 板 细胞 , 先 将 其 上 层 
培养 液 分 别 收 集 于 1.5 mL EP 管 中 , 用 0.25% 的 胰 酶 消 
化 贴 壁 细胞 ,并 收集 于 对 应 的 EP 管 中 ,4 %C、1000 r/min 
离心 5 min, 然 后 用 预 冷 的 PBS 洗 涤 细胞 1 次 ,用 195 uL 
Annexin V-FITC 结 合 液 轻 轻 重 悬 细胞 。 各 样品 分 别 加 
A5 uL Annexin V-FITC , 轻 轻 混 匀 ,再 加 入 5 pL PI, FH 
铝 箱包 庄 样 品 , 避 光 室温 反应 20 min, 置 于 冰 浴 中 ,随即 
进行 检测 。 经 流 式 细胞 仪 分 析 结果 判断 :左下 象限 B3 
显示 活 细胞 (FITC/PI) ;左上 和 象限 B1 显示 死亡 细胞 ; 3 
上 象限 B2 显示 晚期 凋 亡 细胞 ; 右 下 象限 B4 显 示 早 期 凋 
亡 细 胞 , 凋 亡 率 =B2+B4。 
1.2.6 荧光 探 针 法 及 流 式 细胞 仪 检测 细胞 活性 氧 (ROS ) 
水 平 取 处 理 过 的 各 组 6 和 孔 培养 板 , 轻 轻 吸 去 培养 基 
后 ,用 PBS 清洗 1 次 ,加 入 按 1:1000 无 血清 培养 液 稀 
释 的 DCFH-DA1 mL,37 细胞 培养 箱 内 孵育 20 min, 
再 用 预 冷 的 PBS 轻 轻 洗涤 细胞 3 次 ,用 0.25% EDTA 
胰 酶 消化 贴 壁 细胞 ,终止 消化 ,收集 于 1.5 mL EP E 
中 ,4% 、1000 rmin 离 心 , 吸 去 上 清 液 后 ,洗涤 1 次 ,在 
用 200 uL PBS 缓冲 液 重 悬 细胞 ,随即 用 流 式 细胞 仪 
进行 检测 (激发 波长 525 nm 发 射 波 长 488 nm) 各 组 
细胞 阳性 率 。 
1.2.7 Western blotting 检 测 蛋 白 表 达 水 平 取 各 组 处 理 
后 的 6 孔 板 H9c2 细 胞 ,以 预 冷 的 PBS 洗 涤 3 次 后 加 入 
80 uL 4 PMSF 的 细胞 裂解 液 ( 按 1:100 稀 释 ,使 用 前 
5 min 配置 ) ,进行 蛋白 定量 ,加 入 上 样 缓冲 液 , 放 入 
100 % 水 浴 中 者 沸 $ min ,使 蛋白 变性 ;配置 好 10% 的 分 
离 腕 和 5% 的 浓缩 胶 后 ,进行 上 样 ,电泳 完成 后 再 用 
300 mA 恒定 电流 进行 转 膜 90 min, 封 闭 1 h, 继 续 孵 一 
抗 过 夜 ,TBST 缓 冲 液 清 洗 3 次 后 , 孵 二 抗 1 h, 再 次 用 
TBST 清 洗 3 次 ,化 学 发 光 仪 进行 检测 。 用 UVP 软件 分 
析 照 片 中 蛋白 的 吸光 度 值 A 值 ,以 靶 和 蛋白 A 值 GAPDH 
A 值 的 比值 反映 靶 蛋 白 相 对 水 平 。 
1.3 统计 学 处 理 

Western blotting 结 果 采 用 单 因 素 方差 分 析 , 均 满足 
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方差 齐 性 检验 ,两 两 比较 时 用 LSD 法 。 数 据 以 均 数 + 标 
准 差 表 示 , 采 用 SPSS 19.0 统 计 软 件 进行 单 因素 方差 分 
析 各 组 间 均 数 两 两 比较 。 


2 结果 
2.1 比索 洛 尔 对 缺 氧 复 氧 H9c2 细胞 保护 作用 最 佳 浓度 
确定 

为 了 确定 比索 洛 尔 对 Ho9c2 心 肌 细胞 缺 氧 复 氧 损伤 
保护 作用 的 最 佳 浓度 ,本 实验 用 MTT 法 检测 心肌 细胞 
活力 结果 显示 ( 表 1) :与 对 照 组 相 比 ,HR 组 细胞 活力 明 
显 下 降 (P<0.01); 而 比索 洛 尔 预 处 理 组 较 H/R 组 细胞 活 
力 明 显 提 高 (P<0.05) ,并 且 0.2.2.20 hmoyL 的 比索 洛 
尔 预 处 理 均 能 提高 心肌 细胞 活力 ,而 2 umol/ 世 的 比索 洛 
尔 保护 作用 最 明显 (P<0.05)。 


表 1 不 同 浓度 比索 洛 尔 预 处 理 对 细胞 活力 影响 
Tab.1 Effects of Pretreatment with different concentrations of 
bisoprolol on cell viability 


Groups Cell viability (%) 
Control 100+9.1 
H/R 63.1x8.5* 
H/R«0.2 70.4x10.4 
H/R+2 75.1+8.6" 
H/R+20 69.6+7.8 


H/R: hypoxia/reoxygenation. *P«0.05 vs Control group; *P<0.05 vs H/R 
group. 


2.2 LY294002 比索 洛 尔 预 处 理 的 缺 氧 复 氧 H9c2 心 肌 
细胞 活力 的 影响 

比索 洛 尔 预 处 理 的 细胞 活力 明显 高 于 HR 组 
[ (74.73: 7.4)96 vs (54.2+6.2)% , P<0.05) , 给予 PI3K/ 
AKT 特 异性 阻 断 剂 LY294002 后 ,与 HR+B 组 比较 ,H/ 
R+B+LY 组 细胞 活力 明显 下 降 [ (53.7+5.3)% vs (74.7 
7.4)%,P<0.05]。H/R 组 与 HR+LY294002 组 比较 无 明 
显 差异 (P>0.05, 表 2)。 
2.3 各 个 分 组 细胞 凋 亡 水 平 检测 

用 流 式 细胞 仪 检 测 细胞 凋 亡 情 况 如 下 :与 control 
组 相 比 ,H/R 组 细胞 凋 亡 明显 升 高 [ (7.6+1.28)% vs 
(0.6+0.2)% ,P<0.01]。 比 索 洛 尔 预 处 理 组 细胞 凋 亡 明 
显 低 于 H/R 组 [(3.0+0.4)% vs (7.6+1.28)% ,P«0.05) ], 
给 予 PI3K/AKT 特异 性 阻 断 剂 LY294002 后 ,与 HR+B 
组 比较 ,H/R+B+LY 组 细胞 凋 亡 明显 上 升 [ (5.3+2.3)% 
vs (3.0+0.4)%,P<0.05]( 图 1)。 
2.4 各 个 分 组 细胞 内 活性 氧 水 平 检测 

运用 DCFH-DA 探 针 检 测 ROS 水 平 ,结果 显示 


(图 2), 与 对 照 组 相 比 , 缺 氧 / 复 氧 处 理 后 ,细胞 内 ROS 水 
平 明显 增多 [ (63.9+3.4)% vs (4.5+1.8)%,P<0.05)], 而 
比索 洛 尔 能 显著 降低 HR 刺激 引起 的 ROS 产生 增多 
[(35.124.4)96 vs (63.9+3.4)9%,P<0.05]。 
2.5 Western blotting 检 测 p-AKT\p-GSK3B 有 蛋白 表达 水 平 
Western 蛋白 印迹 结果 显示 (图 3A、B) :与 control 
2H THEE , H/R 2H p-AKT/GAPDH, p-GSK39/GAPDH 7K 
平 明显 升 高 (P<0.05); 经 比索 洛 尔 预 处 理 的 细胞 组 ， 
p-AKT/GAPDH, p-GSK38/GAPDH 水 平 明 显 高 于 HR 
组 (P<0.05) ;而 加 入 LY294002 组 的 p-AKT .p-GSK-3B 
和 蛋白 水 平 明 显 低 于 比索 洛 尔 预 处 理 组 (P<0.05)。 


3 讨论 

本 实验 证 实 比索 洛 尔 对 缺 氧 / 复 氧 诱导 的 心肌 细胞 
损伤 具有 明显 保护 作用 ,其 作用 机 制 与 PI3K/AKT/ 
GSK-3B 信 号 通路 的 激活 有 关 。 

心肌 缺 血 再 灌注 所 造成 的 损伤 目前 仍然 是 临床 上 
的 一 大 难题 ,国内 外 不 少 学 者 目前 致力 于 研究 减轻 心肌 
缺 血 再 灌注 损伤 ”。 大 量 研究 发 现 缺 血 预 适应 药物 预 
适应 是 强 有 效 的 心肌 保护 方式 ,尤其 是 药物 预 适应 ,能 
激发 体内 内 源 性 的 防御 体系 ,增强 机 体 耐 受 缺 血 再 灌注 
能 力 缩小 心肌 损伤 面积 ,提高 预后 ,具有 广泛 的 研究 前 
3t, PAMI,PAMI-2 fill Sent PAMI 研 究 显示 ,急诊 PCI 
术 前 使 用 静脉 B 受 体 阻 清 剂 , 术 中 并 发 证 显著 减少 ,病死 率 
和 主要 心血 管事 件 显 著 降 低 ,但 其 机 制 尚 不 清楚 ”* 。 
大 鼠 实 验 表 明 B1 受 体 阻 滞 剂 能 够 减轻 急性 心肌 梗死 疲 
JEK ,边缘 区 和 非 梗死 区 的 调 亡 心肌 细胞 ,其 作用 机 制 
与 大 鼠 机 体 体液 调节 的 负 性 变 时 和 负 性 变 力 作用 密切 
相关 。 小 鼠 离 体 心脏 实验 ,B 肾 上 腺 素 ( 异 丙 肾上腺 素 ) 
能 刺激 缺 血 /再 灌注 所 诱导 的 心肌 细胞 汕 亡 ,而 B1 受 体 
拷 抗 剂 ( 美 托 洛 尔 ) 能 明显 抑制 异 丙 肾上腺 素 和 缺 血 再 
灌注 所 导致 的 细胞 凋 亡 “。 临 床 和 动物 实验 表明 ,心肌 
缺 血 过 程 中 B 受 体 阻 滞 剂 可 以 通过 阻 断 cAMP 依赖 的 
PKA 途 径 ,清除 自由 基 减少 脂 质 的 氧化 ,从 而 保护 细胞 
膜 磷脂 分 子 的 完整 性 ,但 是 其 具体 机 制 目 前 不 完全 清 
楚 。 比 索 洛 尔 是 一 种 高 度 特异 性 的 B1 受 体 阻 清 剂 ,具有 
良好 的 降 压 疗效 和 心血 管 保护 作用 ,能 明显 改善 心血 管 
病 患者 的 临床 转 归 "“7” ,通过 本 实验 研究 ,我 们 发 现 比索 
洛 尔 具有 抗 心肌 细胞 缺 氧 复 氧 损伤 的 作用 。 

细胞 凋 亡 是 心肌 缺 血 /再 灌注 损伤 后 的 主要 死亡 形 
式 之 一 。 本 实验 通过 运用 MTT 法 检测 细胞 活力 ,根据 
测 得 的 吸光 度 值 (OD 值 ), 来 判断 活 细胞 数量 ,OD 值 越 
大 ,细胞 活性 越 强 。 观 察 到 H/R 组 OD 值 较 control 组 明 
显 下 降 , 说 明 该 组 细胞 活性 低 ,比索 洛 尔 预 处 理 组 OD 
值 较 HR 组 明显 提升 ,加 入 特异 性 抑制 剂 LY294002 后 
OD 值 较 比 索 洛 尔 预 处 理 组 明显 降低 ,说 明 比 索 洛 尔 提 
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1 Ho9c2 心 肌 细 胞 凋 亡 水 平 
Fig.1 Representative images of flow cytometric analysis of H9c2 cardiomyocyte apoptosis. A: 
Control; B: Hypoxia/reoxygenation group (H/R); C: H/R-*biosoprolol; D: H/R+biosoprolol+ 
LY294002. 
A 
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图 2 H9c2 细 胞 内 ROS 水 平 
Fig.2 Representative images of DCFH flow cytometric analysis of intracellular ROS level in 


H9c2 cardiomyocytes in each group. A: Control; B: Hypoxia/reoxygenation (H/R) group; C: 
H/R+biosoprolol; D: H/R+biosoprolol+LY294002. 


LY294002 组 与 缺 氧 复 氧 组 凋 亡 率 无 明显 差异 ,说 明 比 
索 洛 尔 预 处 理 确实 减轻 缺 氧 复 氧 诱导 的 H9c2 心 肌 细 胞 
的 凋 亡 ,与 MTT 结 果 一 致 。 


高 缺 氧 / 复 氧 心肌 细胞 的 活力 的 作用 部 分 被 LY294002 
抵消 。Annexin VPI 细 胞 凋 亡 检测 结果 显示 ,比索 洛 尔 
预 处 理 组 细胞 凋 亡 率 较 缺 氧 复 氧 组 明显 下 降 ; 而 
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心肌 缺 血 再 灌注 过 程 是 一 个 氧化 应 激 过 程 ,大 量 的 
活性 氧 通过 多 个 途径 爆发 产生 ,加 之 内 源 性 的 自由 基 清 
除 系统 功能 障碍 ,造成 活性 氧 在 体内 聚集 "活性 氧 
的 聚集 会 对 心肌 细胞 造成 机 构 损 伤 和 功能 障碍 ,引起 细 
胞 内 蛋白 质变 性 降解 .功能 丧失 ,细胞 色素 氧化 酶 系统 
传递 的 电子 明显 减少 ,导致 能 量 代谢 障碍 。 本 实验 中 发 
3i, H9c2 心肌 细胞 经 历 缺 氧 / 复 氧 后 ,细胞 内 ROS 水 平 
明显 升 高 ,而 比索 洛 尔 预 处 理 组 ROS 水 平 显 著 降 低 , 说 
明 比 索 洛 尔 能 够 减少 缺 氧 / 复 氧 过 程 中 H9c2 心肌 细胞 
VJ ROS 的 产生 ,维持 其 细胞 内 氧 自由 基 的 水 平 ,减轻 细 
胞 损伤 。 

当心 肌 发 生 缺 血 再 灌注 损伤 时 ,体内 的 一 些 激酶 被 
激活 ,而 发 生 保护 作用 , 称 为 再 灌注 挽救 激酶 (RISK)， 
磷脂 酰 肌 醇 -3- 激 酶 (PI3K)/ 蛋 白 激酶 B(protein kinase 
B, PKB/AKT) 信和 号 通路 是 其 中 重要 的 信号 通路 之 一 。 
PI3K 是 磷脂 酰 肌 醇 的 肌 醇 环 上 第 3 位 点 碳 原子 磷 
酸化 形成 , 是 细胞 内 转 导 信 号 的 重要 分 子 之 一 。PI3K 
激活 后 与 AKT 发 生 相互 作 用 ,磷酸 化 AKT 具 有 促 细 胞 
生存 、 抗 心肌 细胞 调 亡 的 作用 。 糖 原 合成 酶 激酶 -3 
(GSK3B) 磷 酸化 后 ,生物 活性 显著 降低 , 即 磷酸 化 的 是 
非 活性 状态 ,减少 线粒体 通 透 性 转换 孔 的 开放 , 发挥 保 
护 心 肌 功 能 。 多 项 实验 包括 动物 体内 、 体 外 的 实验 已 经 
证 实 缺 血 预 适 应 药物 预 处 理 可 通过 激活 PI3K/AKT/ 
GSK3B 信 和 号 途径 ,在 缺 血 再 灌注 损伤 和 缺 氧 复 氧 损伤 过 
程 中 发 挥 重 要 作用 ,表现 为 减少 心肌 梗死 范围 改善 心 
脏 收 缩 舒 张 功能 .抑制 细胞 凋 亡 。 本 实验 表明 ,HR 组 
与 Control 组 相 比 ,p-AKT/GAPDH p-p-GSK3BMGAPDH 
比值 增 大 ,说 明 AKT、GSK3B 和 蛋白 磷酸 化 水 平 增高 ,这 


图 3 p-AKT 和 p-GSK3B 检 测 情况 和 表 
达 水 平 

Fig.3 Expression of p-AKT (4) and 
p-GSK3p (B) in the cells detected by 
Western blotting. *P«0.05 vsH/R group; 
*P«0.05 vs. H/R+B group. 
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洛 尔 预 处 理 组 与 HR 2H 4H EE , p-AKT/GAPDH, 
p-GSK3BMGAPDH 比 值 显著 提高 ,说 明 这 两 种 重 白 磷酸 
化 水 平 明显 提高 ,而 加 入 LY294002 后 AKT 和 磷酸 化 水 
平 显著 减少 ,差异 具有 显著 意义 L(P<0.05)。 该 结果 与 文 
献 报道 的 一 致 ,说 明 比 索 洛 尔 预 处 理 能 够 减轻 缺 氧 复 氧 
诱导 的 H9c2 心肌 细胞 的 损伤 ,该 作用 的 发 挥 与 PI3K/ 
AKT/p-GSK3B 信 号 通路 激活 密切 相关 。 

本 实验 通过 H9c2 心 肌 细胞 系 建立 缺 氧 / 复 氧 模 型 ， 
模拟 缺 血 再 灌注 损伤 ,研究 比索 洛 尔 的 缺 血 再 灌注 损伤 
的 保护 作用 ,存在 在 体 与 离 体 之 间 的 差异 ,但 是 通过 培 
养 H9c2 心肌 细胞 系 ,运用 PI3K/AKT 特异 性 阻 滞 剂 
LY294002 已 表明 比索 洛 尔 能 够 激活 PIBK/AKT/ 
p-GSK3B 信 号 通路 的 表达 ,促进 AKT、GSK3B 的 磷酸 
化 ,发 挥 抗 心肌 细胞 缺 氧 复 氧 损伤 的 保护 作用 ,这 为 临 
床上 减轻 心肌 缺 血 再 灌注 提供 了 实验 室 基础 。 
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